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マウス子宮におけるインターロイキン-18遺伝子の発現
村上要介 ･楠本憲司 ･大月真理子 ･竹内 栄 ･高橋純夫
岡山大学大学院自然科学研究科高次生物科学講座 ･生体統御学分野
はじめに
インターロイキン-18(IL18)は､インターフェ
ロン γーを誘導する因子として発見されたサイト
カインである(1)｡tL18は､ proIL-18(24kDa)
として産生された後に､caspase-1(Ⅰし岬-convert-
ingenzyme,ICE)により切断されて成熟型の【し18
(18kDa)になる｡ Ⅰし18は生殖器官系や内分泌系
の細胞にも発現が認められる(2-4)｡IL-18の免疫
系における作用は広範な解析がなされ､細菌感染
刺激に対 してはThl細胞の増殖と分化を刺激 し､
また抗腺癌作用を担うと考えられている(5､6)｡
我々はマウス子宮におけるIL-18mRNAの発現を
明らかにしたが､子宮におけるⅠし18作用は不明
である｡ そこで､本研究においては､マウス子宮
におけるIL-18mRNAおよびⅠし18受容体αサブユ
ニット(IL-18Rα)mRNAの発現をRNaseprotection
assay(良PA)及び Reversetranscription-polymerase
chainreaction(RT-PCR)法により解析 し､ついで
lL18遺伝子発現に及ぼす性ステロイドホルモン
の効果を解析した｡さらに､マウス子宮内膜上皮
細胞および間質細胞の初代培養系を用いて､IL-
18作用について解析した｡
材料と方法
実験動物
ICR系マウスを使用した｡2月齢の雌マウスを
麻酔下で卵巣摘出し､2週間後に estradioト17β
(E2,250ng)とprogesterone(p4,1mg)を投与し､
12時間後と48時間後に子宮を採取した｡
RPAによるlL18mRNA発現の解析
組織及び子宮内膜培養細胞からguanidinium
isothiocyanateを用いる1段階法によりRNAを抽出
した｡ IL-18と GAPDH の RNA プローブは､
Kusumotoetal.(2005)の方法に従って作製した
(7)｡RNAプローブとRNA試料を45℃で16時間反
応させ､RNaseA とRNaseTlで処理した｡その
後､電気泳動しオートラジオグラフィーをおこな
った｡IL-18mRNAバンドの濃度を測定しglycer-
aldehydephosphatedehydrogenase(GAPDH)mRNA
量により補正した｡
RT-PCRによるIL18mRNA及びⅠし18RαmRNA発
硯の解析
抽出したRNAをオリゴdTプライマーを用いて
SuperScrlptIIIFirst-strandSynthesisSystem
(lnvitrogen)により逆転写した｡得られた cDNA
を以下のプライマーセットをもちいて､TaKaRa
TaqDNApolymerase(TakaraBio,大津)により増
幅した｡Ⅰし18,5'-ACTGTACAACCGCAGTAA
TACGG-3-,5㌧AGTGAACATTACAGATTTATC
CC-3'(436bp);IL-18Rα,5'一ccAACGAAGAAG
CCATAGACAI3',5'-TCAGGATGACACTCT
TTCAG-3-(261bp);lCE,5'-CACGTCTTGCCC
TCATTATC-3',5'-CACTCCTTGTTTCTCTCC
AC-3'(394bp)GAPDH,5T-CTGGAAAGCTGT
GGCGTGATG-3',5'-TGGAAGAGTGGGAGT
TGCTGTT131(308bp)｡DNA変成は95℃､DNA
の合成は､Ⅰし18とGAPDHが60℃､IL-18Rαと
lCEが65℃で､IL-18とⅠし 18Rαが29サイクル､
ICEとGAPDHが22サイクルの条件でPCRを行っ
た｡
子宮内膜上皮細胞と間質細胞の培養
3週齢雌マウス子宮から子宮内膜上皮細胞と間
質細胞を単維し､無血活培養した(8､9)｡培養液
中にIL-18(MBL､名古屋)を投与し､24時間後の
DNA合成を調べた｡IL-18投与18時間後に､培養
液中にbromodeoxyuridine(BrdU)を投与し､6時
間後のBrdUの細胞-の取込みをELISAキット
(RocheDiagnostics､Mannheim)を用いて調べた｡
統計処理
データは平均値と標準誤差であらわし､分散分
析法で解析 した｡ 2群間の有意差の検定はt-test
によった｡
結果
マウス器官におけるIL-18及びIL-18RαmRNA発
現の解析
Ⅰし18mRNAの発現をRPAにより調べた (図1
A)｡小脳､視床下部､下垂体前葉､下垂体中 ･
後葉､肝臓､牌臓､副腎､精巣､卵巣及び子宮に
おいてⅠし 18mRNA が検出で きた｡ IL-18Rα
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mRNAはRT-PCRにより析析 したが､lL18nlRNA
の検出できた器官全てにおいて発現 していた｡
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図1 マウスにおけるtLl8mRNA(A)およびIL-18Rα
mRNA(B)の発現ol,小脳;2,視床下部;3,下垂体前
柴,4,下垂体中･後葉;5,肝臓;6,肺臓;7,副腎;8.柿
巣;9,卵巣;lo,了.首op,プローブ;N.C.;イー スト
RNAを用いたコントロール:M,分子品マーカー ;
DNA,ゲノムDNA
発情周期に伴う子宮ル 1ー8mRNA発現の変化
2月齢雌マウスの発情周期を調べ､発情期と発
情周期の個体の子宮Ⅰし18nlRNAを調べた (図2)0
発情間期の子宮では､rL-Ⅰ8mRNA量が発情期に
比べてイJ`意に低下 していた｡
IL-18 癖 薗
発情期 発情間期
rtzj2 発情期と発情間期における+宮IL-18mRNA発現
の変化O上段は､RPAの代表例O下段は､JL-18
mRNA量をGAPDHmRNA品で補IELたデ-夕o 各群
7個体の平均値と照準誤差をあらわす｡辛p<0.001､
発情期と比較して有意の差｡
卵巣摘出マウスにおける発情ホルモンと黄体ホル
モンの子宮IL-18mRNA発現に及ぼす効果
卵巣摘出マウスにE2(250ng)とp4(1mg)を投
与 し､tL18mRNAを半定量的RT-PCR法により調
べた (図3)｡12時間では､E2群､p4群及びE2と
p4同時投 与群においてIL-18mRNA量は有意に減
少 した｡48時間では各群 ともに対照群と有意差は
なかった｡
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回3 卵巣摘出マウスにおけるE2(250ng)とp4(1mg)
投L=i-によるIL-18nlRNA発現の変化o上段は､RT-
PCR産物を磁気泳動Lethtdiunlbromideで染色した代
表例｡下段は､IL-18mRNA量をGAPDHmRNA量で
補正したデータ.各群3試料の平均値と標準誤差を
あらわす｡*p<0.05;**P<0.001､対照群 (co】1)と
比較して有意の差O
子宮内膜上皮細胞 と間質細胞の培養系における
IL-18,lL-18Rα及びICEmRNAの発現
マウス子宮戸川臭より上皮細胞と間質細胞を単離
し､撫血清培養 したoIL-18,IL-18Rα及びICE
mRNAの発現 をRT-PCRにより解析 したところ､
上皮細胞 間質細胞
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図4 マウス子宮内膜上皮細胞と間質細胞の初代培養
細胞におけるlLI8,lL-18Rα､ICEmRNAの発現O細
胞種ごとに独立した3培養皿から採取した試料の結
果を示す｡
両袖胞ともに各mRNAが発現 していた (図4).
子宮内膜上皮細胞 と間質細胞の培養系における
ル 1ー8のDNA合成に及ぼす効果
培養系を川いて子宮内膜 上皮細胞と間質細胞の
DNA合成に及ぼすIL-18の効果を調べた (Lx15)0
IL-18投与24時間後では､両細胞 ともにDNA合成
に変化は認められなかった｡
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図5 マウス子宮内膜上皮細胞と間質細胞の初代培養
細胞におけるIL-18投射 こよるDNA合成への効果｡無
血活培養 している上皮細胞と間質細胞にⅠし18を投与
し､24時間後のDNA合成をBrdU取込みの測定により
調べた0両細胞ともにIL-18によるDNA合成促進効果
はなかった｡
考察
本研究によりIL-18mRNAとIL-18RαmRNAは
マウスの様々な器官に発現することから､Ⅰし18
が生体内で広範に作用することが示唆された｡精
巣､卵巣及び子宮において発現が認められ､Ⅰし
18は免疫作用のみならず生殖機能の制御に関与す
る可能性が考えられる｡ 我々の insituhybridiza-
tionによる解析では､IL18mRNAは､主に子宮内
膜間質細胞と子宮腺上皮細胞で検出され､内腔上
皮細胞での発現は少なかった(7)｡ 本研究では､
子宮内膜から単離 した上皮細胞 と間質細胞 に､
Ⅰし18,IL-18Rα及びICEの各mRNAが発現 していた
ことから､子宮内膜上皮細胞と間質細胞において､
前駆体IL-18が産生され､ついでICEにより成熟型
IL-18に変換されることが推察される｡ 両細胞に
IL-18RαmRNAが発現 していることから､lL-18は
自己分泌的または傍分泌的に子宮内膜細胞に作用
していることが推察される｡ E2及びp4によりIL-
18mRNAは減少 していたので､性ステロイドホ
ルモンが子宮においてはIL-18遺伝子の転写を抑
制することが示唆される｡
マウスにおいて子宮IL-18mRNAは発情周期に
応 じて変動 していた｡ヒト子宮においても軽微で
はあるが排卵周期に応 じてIL-18の発現は変動 し､
増殖期の中期には発現は低 く､分泌期の後期には
増加する(10)｡Ⅰし18mRNA発現は性ステロイド
ホルモンによって抑制されているので､発情周期
に伴う子宮IL-18mRNAの変動は､性ステロイド
ホルモン濃度の変動に起因すると考えられる｡ 本
研究ではIL-18タンパク質の発現は未解析である
が､IL-18mRNA発現が低下 していることからIL-
18作用の低下が推察される｡ したがって､マウス
においてⅠし18は発情周期に関連する子宮機能の
制御に関与すると推察される｡
E2とp4は､子宮内膜細胞のIL-18mRNA発現を
抑制 したが､その一方インスリン様成長因子 Ⅰ
(IGF-Ⅰ)の発現を高め(ll)､子宮内膜の増殖を促
進する(9)｡培養細胞を用いた解析から､Ⅰし18は
子宮内膜細胞の増殖には関与しないことが示され
た｡Ⅰし18は､Fas発現を高め(12)､Fas-L,BcLXS,
IL1βやTNF-αを介 して血管内皮細胞にアポ トー
シスを誘導する(13､14)｡このような知見から子
宮内膜においてIL-18は､抗増殖作用またはアポ
トー シスの誘導に関与している可能性が考えられ
る｡
要約
マウス小脳､視床下部､下垂体前葉､下垂体
中 ･後菜､肝臓､牌臓､副腎､精巣､卵巣及び子
宮においてIL-18mRNAが発現することを明らか
にした｡子宮においてIL-18mRNAは発情期に発
現が高く､発情間期には減少 していた｡E2及び
p4投与により子宮のⅠし18mRNA量は減少 した｡
培養子宮内膜上皮細胞ならびに間質細胞において
は､Ⅰし18によるDNA合成促進効果は認められな
かった｡
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